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【研究の目的】
我々の過去の研究で01eoylliposome（dioleoyl phosphatidyl choline、dioleoYI phasphatidyl
ethanolamine、dioleoylphosphaLidyl glycerol acidおよびcholesterolが4：3：7：2molarの比率で
構成されている）とOVA（卵白アルブミン）の結合体はOVA特異的なIgE抗体産生をすることなく、OVA
特異的なIgG抗体産生を引き起こすことが明らかになっている。さらにOVA257＿26。（OVAタンパクに含ま
れるMHC classI抗原ペプチド）を表面に結合した01eoylliposome（OVA257＿26。－01eoylliposome）は
CpGによってCTL（細胞障害性Tリンパ球）反応を引き起こし、マウスにおいてE．G7腫瘍を拒絶するこ
とが分かっている。今回の研究で我々は、ペプチドー01eoylliposome結合体が、マウスの肺でのイン
フルエンザウイルス感染に対する防御能があるかどうかをテストし、ワクチンとして有効であるかどう
かを検証した。
【方法】
実験はいずれもマウスを用いて行った。
1．リポソーム製剤に含まれるペプチドはいずれもOVA257＿264を用いて行った。01eoylliposomeと他の
Hposome製剤（MultiLamellarliposomeおよびPSTOleoylliposome）、またCpGと他の免疫刺激物質
（Poly（「C）、LPS、CpG、FlagellinがそれぞれTLR3、4、9、5を刺激する）を比較し、抗原特異的な
免疫反応に有用であることをinvivoCTLassayを用いてCTL反応を確認した。さらに01eoylliposome
とCpGを組み合わせた免疫がCD40刺激に依存するかどうかを、同じくin vivo CTL assayを用いて確
認した。
2．インフルエンザの構成成分であるヌクレオプロテイン中のヌクレオペプチドNP3661374（旧C classI
抗原）と結合させたOleoyHiposome（NP366▼374－01eoylliposome）を作成し、CpGとともにワクチネー
ション（皮下注射）した。その後インフルエンザウイルスによる攻撃試験（鼻腔感染）を行い、invivo
CTL assayを用いてCTL反応の確認を。またMDCKcellを用いたプラークアッセイを行いてウイルス排
除能を確認した。さらに攻撃試験後の血清中1gGおよびIgE値を、ELISA法を用いて測定した。
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【結果】
1．01eoylliposomeによる免疫はMultHamellarliposome（Fig，1A）によるものよりも高いCTL反
応を示し、PSTOleoylliposome（Fig．1B）と同等のCTL反応を示した。またCpGを同時投与しない免
疫方法ではCTL反応は発現せず、この現象はCD40の刺激の有無に俵存しなかった（Fig．2）。Oleoyl
liposomeと各種免疫刺激物質をそれぞれ同時投与した場合、Poly（I：C）とCpGで高いCTL反応が見られ
（Fig．A）、Fragellinでは中程度のCTL反応が見られた（Fig．3B）。LPSではCTL反応は見られな
かった（Fig．3AB）。
2．ワクチネーションを行ったマウス群において、攻撃試験7日後で高い　CTL反応が認められ
（Fig．4A）、攻撃試験5日後のマウス肺において高いウイルス排除能が認められた（Fig．4B）。また
攻撃試験5日後の血清IgG値はワクチネーション群の方で高く、血清IgE値は両群とも低く優位差は
認めなかった。
【考察・結論】
CpG存在下において、OVA257＿264－01eoylliposomeは他のliposome製剤に比べてより高いCTL反応を
示した。またNP366＿374－01eoylliposomeをCpGとともに投与するとA型インフルエンザウイルスに対す
る感染防御を示し、IgE抗体を産生をすることなくIgG抗体産生を引き起こした。
現在水酸化アルミニウムやMF95などのアジュバントが臨床的に使用されているが、これらは液性免
疫に対しての効果は知られているが、細胞性免疫には関与しないと言われている。さらにアルミニウ
ムアジュバントはIgE抗体産生を引き起こすことが知られており、ワクチンに対するアレルギー反応
が危倶されている。
一方CpGは抗原提示細胞である樹状細胞をTLR9を通して刺激することができ、CTLを効率よく活性
化できる。過去の研究ではCpGによるCTL反応はCD4＋Tリンパ球非依存的であると報告されており、実
際CD4＋Tリンパ球の存在しないMHC classIl不全マウスにCpGとOVA257＿264－Oleoy11iposomeを投与す
るとCTL反応が認められた（データ未掲載）。
以上のことからペプチドー01eoylliposome結合体をワクチンとして用いた場合、健常な生体のみな
らずCD4リンパ球不全においてもアレルギー反応などの毒性を伴わない免疫賦浩化が可能であること
を示唆している。
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01eoylliposomepeptldeワクチンの有効性をマウスにおいて検討した。その結果、以下
のことを明らかにした。
1）oVA（OValbulmin）peptide－01eoylllpOSOmeとCpGあるいはpoly（I：C）の同時投与に
より細胞傷害性Tリンパ球（CTL）の高い特異的細胞傷害能（CTL活性）を誘導でき
た。この誘導は、CD4＋T細胞に依存しなかった。
2）NP，66＿。74－01eoylliposomeとCpGの同時投与により、インフルエンザウイルス特異的
CTL活性を誘導できた。このペプチドワクチン接種によりウイルス増殖の抑制と抗ウ
イルスIgG抗体の誘導が認められた。
本研究は、インフルエンザウイルス感染に対する01eoylllPOSOme peptideワクチンの
有効性を示した論文であり、博士（医学）の学位を授与するに値すると認める。
なお、本学位授与申請者は平成21年2月5日実施の論文内容とそれに関連した試問を
受け、合格と認められた。
（平成21年　2月　5日）
